





















excipient  with  intrinsic  antimicrobial  properties.  Liposomes  were  prepared  by  the  thin‐film 
hydration  method  followed  by  vesicle  size  reduction  by  sonication  to  the  desired  size, 
approximately 200 nm, and coated with chitosan (0.01, 0.03, 0.1, and 0.3%, w/v, respectively). The 
mucoadhesive  properties  of  chitosan‐coated  liposomes were  determined  through  their  binding 
efficiency  to mucin compared  to non‐coated  liposomes. Non‐coated  liposomal suspensions were 
incorporated in chitosan hydrogels forming the liposomes‐in‐hydrogel formulations, which were 
further  assessed  for  their  texture  properties  in  the  presence  of  biological  fluid  simulants.  The 
antibacterial effect of chitosan‐coated liposomes (0.03%, 0.1% and 0.3%, w/v) and chitosan hydrogels 
(0.1%  and  0.3%, w/w)  on  Staphylococcus  epidermidis  and  Staphylococcus  aureus was  successfully 
confirmed. 





consequence,  the  antimicrobial  treatment  options  became  limited  and  the  need  for  better 
antimicrobials more evident.  In a search  for novel antimicrobials, materials of natural origin with 
intrinsic  antimicrobial  properties  become  highly  attractive,  especially  for  localized  antimicrobial 
therapy.  A  material  exhibiting  intrinsic  antimicrobial  properties  can  be  used  either  as  a 
pharmaceutical excipient, for example, as a vehicle for the antimicrobial agent, or as an active agent 
itself  [1]. The  choice of excipients of natural origin with  intrinsic antimicrobial properties will be 
dependent both on  the targeted microorganism but also on the  features of  the administration site 
such as skin, vagina, etc. The choice will also be influenced by the other characteristics of the material 
such as its muco‐ and bio‐adhesiveness, stability in biological environment, toxicity, etc. Considering 
the  vagina  as  an  administration  site,  chitosan  is  among  the most promising materials. We have 
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extensively studied chitosan‐based delivery systems [2–5], both for skin and vaginal administration. 
To  date,  no  consensus  in  the  field  has  been  reached  considering  the  exact mechanisms  of  the 
antimicrobial actions of chitosan. The antimicrobial effects of chitosan are attributed to its ability to 
destabilize the outer membrane of Gram‐negative bacteria [6,7] and permeate the microbial plasma 
membrane  [8].  The  interaction  between  positively  charged  chitosan  molecules  and  negatively 






































We  aimed  to  evaluate whether  the  formulation  type  and  features  have  an  impact  on  the 
antimicrobial performance  of  chitosan‐based  formulations. To  avoid  interference  from  the  active 
ingredients, we focused on drug‐free formulations. We prepared and fully characterized two main 
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2. Results and Discussion 
An optimal  localized  treatment of vaginal  infections depends not only on  the potency of  the 
active  ingredient/drug,  but  also  on  the  physiochemical  properties  of  the  formulation;  an  ideal 
formulation can protect and enhance as well as act in synergy with antimicrobial to assure successful 
therapy [23]. Chitosan‐based delivery systems exhibit strong mucoadhesive properties, an excellent 
safety profile and  intrinsic antimicrobial activity of chitosan, which add  to  their attractiveness as 


















Peak 1 (nm)  Weight intensity (%)  Peak 2 (nm)  Weight intensity (%) 
Non‐coated  226 ±10.2  89.2  55 ±4.6  10.8  0.35 
0.01  217 ± 0.7  90.2  49 ± 0.2  10.2  0.32 
0.03  228 ± 2.4  90.5  54 ± 0.0  10.2  0.31 
0.1  288±71.1  74.9  75 ± 19.2  24.6  0.33 
0.3  358 ± 90.8  63.5  106 ± 29.4  34.1  0.33 
*Polydispersity index. 
An increase in liposomal size was seen for the chitosan‐coated liposomes coated with the higher 
chitosan  concentration  (0.1%  and 0.3%, w/v),  indicating  that  coating was  successful. Further,  the 







categorize  the vesicles  in subpopulations of vesicles of  similar size  [28]. Therefore,  results are an 
estimate based on the intensity of subpopulations. In this case, the degree of significance would not 
be relevant and was not calculated. 
An  increased  zeta  potential  for  chitosan‐coated  liposomes  is  expected  due  to  the  cationic 
character of chitosan and can be used as an indicator of successful coating. The zeta potential of all 
liposomal formulations was determined (Figure 1), confirming that chitosan coating with the higher 
chitosan  concentration  (0.1%  and  0.3% w/v)  resulted  in  an  increase  in  liposomal  surface  charge 



















corresponded  to  earlier  findings  regarding  increased  mucin  binding  due  to  chitosan  coating 
[28,29,35]. However, the 0.3% (w/v) chitosan concentration did not express significantly  increased 







were coated. The  longer polymer chains are more  likely  to  interact  to a  lesser extent with mucin 











the work  required  to  deform  the  hydrogel  in  the  downward movement  of  the  probe  [36].  The 
composition of the hydrogels determines their textural properties, which can be further assessed as 




of  hydrogels  correlate  to  the  desired  features.  These  properties  of  hydrogels  are  known  to  be 
















to  enhanced  interactions  between  chitosan  and  acetic  acid  [38].  Hence,  acetic  acid  with  a 
concentration of 1% (w/w) was used for the preparation of hydrogels in all further experiments. We 
did  not  encounter  any  toxicity  issues  for  hydrogels  prepared  with  even  higher  chitosan 
concentrations (data not shown). 
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vaginal  drug  delivery  system  can  be  optimized  by  utilizing  information  on  texture  properties 
provided by the texture analysis [17,19]. To explore the influence of relevant biological fluids on the 
texture properties  of hydrogels,  the hardness,  cohesiveness  and  adhesiveness  of hydrogels were 
determined when the hydrogels were exposed to mucin, vaginal fluid simulant (VFS) and human 
semen fluid simulant (SFS). 





affected  by  the  presence  of mucin. However, when  hydrogels were  exposed  to  the mixture  of 
biological fluids, all texture parameters were affected and reduced as compared to intact hydrogels. 
The  texture  properties  of  hydrogel  in  the  presence  of  vaginal  fluids may  indicate  the  level  of 
robustness and viscosity of  the hydrogel, which  can affect  the  spreadability of  the hydrogel and 
optimal coverage of vaginal mucus. The introduction of vaginal and semen fluid will alter both the 
viscosity and pH of vaginal mucus, and possibly contribute to improved ability of the hydrogel to 
spread  evenly  onto  the  vaginal  mucus,  increasing  the  contact  time  between  mucin  and  the 
mucoadhesive hydrogel. However,  the strength of  the  interactions between mucin and hydrogels 









carriers  for poorly  soluble  substances/drugs. Due  to  their  liquid nature,  liposomes  often  require 
secondary vehicles such as a hydrogel to assure prolonged residence time within the vaginal cavity. 









The  incorporation  of  liposomes  into  hydrogels  resulted  in  hydrogels  exhibiting  slightly 
increased adhesiveness and cohesiveness (Figure 4) compared to hydrogels containing buffer in the 










[1,7,45]. To characterize  the antibacterial activity, we opted  to compare  two of  the most common 





microbiota  can  result  in  Staphylococcus  spp  infections,  and  poor  hygiene,  elevated  pH,  immune 
deficiency and diabetes  can  lead  to extensive  colonization of  this bacteria  [46]. Few  studies have 
connected Staphylococcus  to  the vaginal environment; however,  it  is known  that Staphylococci may 
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inhibition effect of vancomycin considered to be 100%. No bacterial growth inhibition was observed 










To explain why  the  same  liposomes acted on S.  epidermidis but not on S. aureus, more work 
should  have  been  included.  However,  it was  shown  early  on  that  S.  aureus  is more  prone  to 
developing resistance than S. epidermidis [48], which could be among the contributing factors for the 
observed difference. The postulation may be supported by the fact that only the 0.3% chitosan‐coated 
liposomes efficiently  inhibited bacterial growth of S. aureus,  indicating  that  the growth  inhibition 
potential might  be  dependent  on  the  chitosan  concentration  available  on  the  liposomal  surface. 
However,  these  differences  were  not  statistically  significant;  and  further  evaluation  of  higher 










liposomes  (Figure  7).  Possibly,  less  chitosan  is  available  on  the  surface  of  the  chitosan‐coated 
liposomes which  are  spherical  in  nature,  resulting  in  reduced  electrostatic  interactions  between 
chitosan and the negatively charged bacterial cell membrane [26]. Recently, Dumont and colleagues 
[49] reported that alginate fibers coated with chitosan significantly decreased the bacterial growth of 













Figure  7.  Antibacterial  activity  of  chitosan  formulations.  Inhibition  of  S.  aureus  MSSA  476  by 
vancomycin (A, positive control), non‐coated  liposomes (B, negative control), 0.3% (w/v) chitosan‐
coated  liposomes  (C),  0.1%  (w/w)  chitosan  hydrogel  (D)  and  0.3%  (w/w)  chitosan  hydrogel  (E). 
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Germany.  Chitosan  (medium‐molecular‐weight  hydramer HCMF) was  a  gift  from  Chitinor AS, 
Tromsø, Norway. Mucin  from  porcine  stomach  (type  III,  bound  sialic  acid  0.5%–1.5%,  partially 
purified),  acetic  acid,  ammonium  acetate,  bovine  serum  albumin,  calcium  chloride,  calcium 
hydroxide,  fructose,  glucose,  glycerol,  lactic  acid,  magnesium  chloride,  potassium  chloride, 
potassium phosphate, sodium chloride, sodium phosphate dibasic, sodium phosphate monobasic 
monohydrate  and  vancomycin  hydrochloride  were  all  purchased  from  Sigma  Aldrich  Chemie 
GmbH, Steinheim, Germany. Potassium hydroxide and sodium citrate dehydrate were the products 
of  NMD,  Oslo,  Norway.  Urea  was  the  product  of  Apotekproduksjonen  AS,  Oslo,  Norway. 
Staphylococcus  aureus  MSSA476  (ATCC®  BAA‐1721™)  was  purchased  from  LGC  standard  AB, 
Sweden.  Staphylococcus  aureus  N315  was  a  gift  from  T.  Ito 









4.6,  77.1  g/L CH3COONH4,  70 mL  glacial  acetic  acid).  The  liposomal  suspension was  kept  in  a 
refrigerator (4–6 °C) overnight prior to further experiments. 
3.3. Vesicle Size Reduction 
The  vesicle  size  of  the  liposomes  was  reduced  by  probe  sonication  [28].  The  liposomal 
suspension was placed on  ice and  the needle probe  tip  inserted  approximately 5–7 mm  into  the 
liposomal  suspension. The  sonicator  (Ultrasonic processor 500 W, Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) was set  to 40% amplitude and  the samples sonicated 3  times  for 1 min, with 1 min  resting 
periods.  The  samples were  stored  in  the  refrigerator  (4–6  °C)  for  at  least  6  h  prior  to  further 
experiments. 
3.4. Chitosan Coating of Liposomes 










All  analyses were  run  in  the  vesicle mode  and  intensity distribution  (NICOMP).  Preparation  of 





Zeta  potential measurements were  performed  on  a Malvern  Zetasizer Nano  ZS  (Malvern, 
Oxford, UK.) The measurement cell was flushed with ethanol and filtrated tap water (0.20 μm pore 
size filter) before loading of sample. The liposomal suspensions were diluted 1:40 (v/v) with filtered 







USA) at 10  °C with a  speed of 216,000 g  for 1 h. Volumes of 200  μL  (four of each  sample) were 
transferred directly from supernatant in the tubes and over to a microtitre plate (Costar® UV 96‐well 
plate with UV transparent flat bottom, Acrylic, Costar®, Corning, NY, USA) and the amount of PM 















































against  two  clinical  species  of  Gram‐positive  bacteria,  namely  Staphylococcus  aureus  and 
Staphylococcus  epidermidis,  using  a modified  agar  disc‐diffusion method  [56,57].  Freeze  stocks  of 














We developed  chitosan‐based mucoadhesive drug delivery  systems  for  treatment of vaginal 
infections to assure an increased retention time of the drug at the vaginal site and benefit from the 







of both bacteria. The growth of S.  aureus was only  inhibited by  0.3%  chitosan‐coated  liposomes, 
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